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摘要 : 为 了 研究 桔 小 实 晶 Bactrocera dorsalis 气味 结合 蛋白 (odorant-binding proteins, OBPs) 参与 其 嗅觉 识别 过 程 中 
的 功能 及 其 与 植物 气味 的 结合 特性 ,本 研究 克隆 了 桔 小 实 蝇 的 一 个 气味 结合 蛋 白 基因 ,命名 为 Bdor0BP2 
( GenBank 登录 号 为 KC773766) , 并 对 该 基因 进行 了 原核 表达 。Bdor0BP2 开放 阅读 框 长 447 bp, 编码 148 个 氨基 
Ke, 具有 典型 的 6 个 半 胱 氨 酸 位 点 。 定 量 PCR 结果 显示 , 村 小 实 蝇 Bdor0BP2 在 不 同 组 织 中 均 有 表达 , 其 中 头 部 
中 的 表达 量 最 高 , 翅 中 表达 量 最 低 ( 为 头 部 表达 量 的 63% +6% ) 。 构 建 了 Bdor0BP2 原核 表达 载体 ,诱导 并 获得 
了 重组 BdorOBP2 并 进行 了 亲 和 层 析 纯 化 。 最 后 以 N- 茶 基 -1- 茶 胺 ( N-phenyl-1-naphthylamine, 1-NPN ) 为 灾 光 探 针 ， 
利用 菊 光 竞争 结合 实验 测定 了 重组 BdorOBP2 与 7 种 主要 寄主 水 果 气 味 物质 的 结合 能 力 , 发 现 其 对 多 数 酯 类 和 柄 
类 化 合 物 亲 合力 较 强 , 亲 合 力 最 强 的 气味 物质 为 反 2- 已 烯 醛 和 B- 紫 罗兰 酮 , 结合 常数 Ky 分 别 为 9.96 和 15. 37 
hmol/L。 本 研究 结果 可 为 高 效 地 开发 和 设计 情 小 实 蜗 的 嗅觉 引诱 剂 配方 提供 一 定 的 理论 依据 和 参考 。 
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cDNA cloning, tissue expression and ligand binding characteristics of 
odorant-binding protein 2 from the oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis 
( Diptera. Tephritidae) 

CHEN Ling, LI Hong-Liang, ZHOU Yu-Xiang, ZHAO Lei, ZHANG Lin-Ya, NI Cui-Xia, SHANG Han- 
Wu" (Zhejiang Provincial Key Laboratory of Biometrology and Inspection & Quarantine, College of Life 
Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 310018, China) 

Abstract: In order to study the function and binding characteristics of the odorant-binding proteins 
( OBPs) in the oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis, we cloned an OBP cDNA from B. dorsalis, which 
was named BdorOBP2 ( GenBank accession no. : KC773766) , and then heterologously expressed its 
protein in prokaryotic cells. BdorOBP2 contains a 447-bp open reading frame ( ORF) encoding 148- 
amino-acid residues. The mature protein of BdorOBP2 includes six conserved cysteine residues, which 
are the hallmark of insect OBPs. Real-time quantitative PCR results showed that BdorOBP2 was 
expressed in different tissues with the highest expression in the head and the lowest in the wings (63% + 
696 of the expression level in the head). The recombinant protein BdorOBP2 was purified by affinity 
chromatography , and N-phenyl-1-naphthylamine (1-NPN) was applied as a fluorescent probe to measure 
the binding capacity of BdorOBP2 with each of seven major host fruit odors. The results indicated that 
BdorOBP2 can evidently bind to most esters and aldehydes examined. BdorOBP2 showed the highest 
affinity to trans-2-hexenal and B-ionone with the dissociation constant Kj, of 9.96 and 15. 37 mmol/L, 
respectively. The results of this study may help rational designs of specific and effective attractants to be 
used for managing B. dorsalis. 
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昆虫 的 嗅 党 系统 是 一 种 高 度 专 一 、 极 其 灵敏 的 
化 学 检测 需 ,， 可 以 识别 环境 中 的 特异 性 化 学 气味 分 
T, 在 昆虫 砚 食 、 寻 偶 、 选 择 产 卵 场所 等 信息 交换 
过 程 中 承担 着 重要 角色 (Cotzek et al., 2011), EE 
触角 是 其 嗅觉 系统 的 重要 器 官 ， 而 气味 结合 蛋 日 
( odorant-binding proteins, OBPs) ) 则 是 广泛 分 布 于 昆 
忠 触 角 感 带 淋 巴 液 中 的 一 种 低 分 子 量 的 水 溶性 重 
El. 其 生理 功能 一 般 解 释 为 能 溶解 并 运输 外 界 脂 溶 
性 分 子 , 穿 过 触角 感 器 淋巴 液 到 达 嗅 党 神经 元 树 突 
膜 上 的 气味 受 体 ， 从 而 激活 信号 转 导 过 程 (Vogt et 
al., 1991; Kim and Smith, 2001) , Æ$ OBPs 分 子 
量 一 般 为 1$ ~20 kD, H 120 -« 150 TARHI, 
其 典型 特征 是 在 其 二 级 序列 中 存在 6 个 保守 的 半 脱 
APR ( Cys ) 残 基 以 形成 3 对 二 硫 键 (Pelosi et al., 
2006) ， 目 前 已 在 多 种 昆虫 中 发 现 , 例如 双 翅 目的 
HR Drosophila (Yasukawa et al., 2010) , K% H 
Hy KE Locusta migratoria ( Ban et al., 2003a) ~ JRH 
目的 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana( EZL5& S, 2008, 
2013) [A J£ SE XH H By dg 5 R Helicoverpa armigera 
( Zhang et al., 2011) 5$, Eb rU OBPs SES 5 ZA E X 
多 、 结 构 近 异 的 植物 源 挥 发 物 结合 ( Breer et al., 
1990) , 这 也 为 以 该 重 日 为 基础 ， 从 植 食性 害虫 的 
重要 寄主 植物 挥发 物 中 筛选 引诱 成 分 , 设计 高 效 的 
唱和 觉 引诱 剂 提供 了 重要 的 理论 依据 。 

桔 小 实 晶 Bactrocera dorsalis 又 名 东方 果实 蝇 
(oriental fruit fly), JÆ XX 3l H ( Diptera), 3c Ng jl 
( Tephritidae) ， 果 实 晶 属 Bactrocera Macquart ， 是 一 
类 重要 的 检疫 性 害虫 ( 谢 琦 和 张 润 杰 , 2005; Wan et 
al., 2011)。 该 虫 寄主 范围 广 , 据 报 道 可 以 为 害 46 
科 250 多 种 水 果 , HEAR BAO TER AMH SE 
为 害 严 重 ( 黄 素 青 和 韩 日 畴 ，2005; 郑 小 萍 等， 
2007) , 给 我 国 水 果 产 业 造 成 巨大 的 经 济 损失 。 目 
前 生产 上 主要 采取 化 学 防治 控制 其 危害 , 但 化 学 农 
药 不 仅 易 污染 水 果 和 环境 , 且 因 其 为 害 方式 特殊 
(主要 以 成 虫 产 卵 于 果实 果皮 下 , DRA E RD 
f. 有 果皮 的 物理 屏蔽 ) 而 难以 奏效 。 由 于 植 食性 
昆虫 对 其 嗜好 寄主 植物 的 气味 有 明显 的 选择 倾 癌 
( 江 丽 容 等 , 2010) ， 而 村 小 实 蝇 对 于 多 种 寄主 水 果 
也 具有 较 明 显 的 嗜好 性 。Siderhurst 和 Jang (2006) 
人 研究 发 现 , 热带 水 果 槛 仁 Terminalia catappa 果实 的 
乙醇 提取 物 对 桔 小 实 蝇 肉 成 虫 具有 较 强 吸引 作用 。 
张 淑 颖 等 (2007 ) 研究 表明 芒果 果肉 挥发 物 对 桔 小 
实 蝇 两 性 成 虫 均 能 产生 显著 的 引诱 效果 。 胡 黎明 等 
(2011) 研究 结果 推测 甜 栖 精油 中 的 烯 莫 类 、 醇 类 和 


醛 类 化 合 物 可 能 是 甜 栖 精 油 引 诱 桔 小 实 蝇 的 主要 成 
分 。 因 此 我 们 可 以 根据 桔 小 实 蝇 的 主要 寄主 水 条 挥 
发 物 科 选 和 设计 其 噢 党 引诱 剂 , 但 由 于 挥发 物 成 分 
种 类 复杂 ,如 何 第 选 出 合适 的 引诱 剂 配 方 成 为 制约 
Té] NC Be RR 5 FRI JUR Re HE 5 SR EDDER ER 

如 前 所 述 , EL HR OBPs Jé TT UR 55 REB BL 
好 靶 标 , 所 以 有 必要 对 其 嗅觉 气 味 结合 的 生理 功能 
进行 研究 。 目 前 对 OBPs 的 体外 生理 功能 的 研究 主 
要 采用 奖 光 竞争 结合 实验 ， 如 二 化 旺 Chilo 
suppressalis 的 CsupGOBP2 ( Gong et al., 2009). 3& 
RIPE Aedes aegypti 的 AaegOBP22 ( Yang et al., 
2011). Æ} Loxostege sticticalis 的 LstiGOBPI ( F) 
ZLz SE, 2011), Æ K E Sitobion avenae 的 
SaveOBP2 和 SaveOBP3 ( Zhong et al., 2012) VJ R H 
KAR Spodoptera exigua 的 ABP2 ( 3c e$ 5, 2012) 
等 ,为 本 实验 研究 桔 小 实 蝇 OBP2 蛋白 的 体外 生理 
功能 提供 了 技术 参考 。 而 桔 小 实 蝇 噢 党 相关 的 分 子 
生物 学 研究 仅见 其 化 学 感受 重 日 (Hu ei al., 2010) 
和 气味 受 体 (Zheng et al., 2012) , 未 见 有 关 OBP 的 
报道 。 本 研究 克隆 、 表 达 并 且 纯 化 了 桔 小 实 蝇 的 气 
味 结合 乍 日 Bdor0BP2 利用 灾 光 苋 争 结合 实验 测 
定 了 BdorOBP2 和 7 种 专 一 性 寄主 植物 挥发 物 主要 
成 分 的 结合 特征 ， 为 高 效 幕 选 基于 寄主 果实 气味 的 
SART, 设计 更 有 效 的 村 小 实 蝇 咒 觉 引诱 剂 提供 
技术 和 方法 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 BtiX FE H 

桔 小 实 蝇 为 本 实验 室内 人 工 饲养 的 种 群 。 饲 养 
条 件 为 : 温度 26 + 1%C ,相对 湿度 65% x 596 ， 光 周 
期 12L:12D。 待 其 化 晴 、 羽 化 后 , 收集 性 成 熟 时 期 
的 瞧 虫 进行 实验 。 
1.2 主要 试剂 

主要 试剂 及 工具 酶 : 总 ORNA 提取 试剂 盒 
Trizol, RT-PCR 系统 、SYBR Premix Ex Taq KÉ 
剂 ， 限制 性 酶 EcoR I 和 Hind Ill, TA DNA 连接 酶 以 
及 pMD 18-T 载体 等 分 子 生物 学 试剂 均 购 自 TaKaRa 
公司 ; IPTG, X-Gal, AKARKI BL ETEW 
工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 ; 质粒 微量 抽 提 试剂 盒 、 
反应 产物 纯化 试剂 盒 和 雍 胶 回收 试剂 盒 等 购 目 
Axygen 公司 ; 感受 态 细 胞 Trans5a. BL21 ( DE3 ) W 
自 北 京 全 式 金 生 物 技术 有 限 公 司 ; 原核 表达 载体 
pET-32a 购 目 Novagen 公司 ; zEMUZ Pre BE B 
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Jt B KT GGEEBHBUR IRR); 灾 光 探 针 NOR 
-1-2 jë ( N-phenyl-1-naphthylamine, 1-NPN ) 和 各 
种 气味 挥发 性 物质 的 标准 样品 均 购 目 于 百灵 威 公 
HJ, 纯度 都 在 97% 以 上 ; 其 他 试剂 均 为 国产 或 进口 
分 析 纯 。 
1.3 总 RNA 提取 及 第 一 链 的 合成 

取 羽 化 后 性 成 熟 的 桔 小 实 蝇 肉 成 虫 50 k, 在 
KESIM ETEA TEMA k M E ERA, 
操作 时 尽量 保持 各 部 分 的 完整 性 , 然后 按照 总 RNA 
抽 提 试剂 盒 使 用 说 明 提 取 桔 小 实 岂 上述 不 同 组 织 
的 总 RNA, 经 球 脂 糖 凝 胶 电 议和 和 紫外 分 光 光 度 计 检 


测 后 , 按照 反 转 录 系 统 说 明 书 进行 反 转 录 获 得 第 一 
链 cDNA, 
1.4 ” 桂 小 实 蝇 OBP 引物 设计 

根据 GenBank 中 登录 的 村 小 实 晶 BdorOBP 全 
长 (GenBank 登录 号 : EU564816 ) ， 利 用 Primer 
Premier 5. 0 软件 设计 引物 ( 表 1) 。 为 方便 将 目的 万 
段 亚 克隆 至 其 他 载体 上 , 在 正 反 回 引物 BdOBP-F, 
BdOBP-R 上 分 别 设计 了 EcoR IW] Hind 亚 酶 切 位 点 
(3&1 下 划 线 ) 。 另 外 设计 灾 光 定量 引物 qBdOBP-F 
和 qBd0BP-R， 以 及 内 参 基 因 引 物 BdActin-F 和 
BdActin-R( 表 1), 引物 由 上 海 生 工 公司 合成 。 


表 1 本 研究 所 用 村 小 实 蝇 OBP 基因 引物 列表 


Table1 Oligo nucleotide primers of the OBP genes for Bactrocera dorsalis 


引物 用 途 引物 名 称 
Primer usage Primer name 
基因 克隆 BdOBP-F 
Molecular cloning BdOBP-R 
qBdOBP-F 
荧光 定量 PCR qBdOBP-R 
Real-time PCR BdActin-F 
BdActin-R 


下 划 线 示 酶 切 位 点 The restriction site is underlined. 


1.5 村 小 实 蝇 OBP cDNA 的 克隆 和 测序 

以 反 转 录 酶 合成 的 桔 小 实 蝇 cDNA 第 一 链 为 模 
板 , 扩 增 桔 小 实则 OBP2, 得 到 开放 阅读 框 ( ORF) 
全 长 。PCR 反应 总 体积 为 20 pL, 10 x 缓冲 液 2 
uL, 1.9 uL Mg^* (25 mmol/L) ,， 正 反 引 物 各 0.5 
uL (5 hmolL) , dNTPs 混合 液 1 pL (5 mmol/L), 
模板 cDNA 1 uL, ddH,O 12.9 uL, Taq $0.2 pL。 
反应 条 件 为 : 95*C 预 变性 4 min 后 , 93% 变性 45 s, 
57% 退火 45 s, 72% 延伸 45 s, 共 进 行 35 个 循环 ， 
最 后 72% 延伸 10 min。 将 PCR 产物 经 196 3 E M 
凝 胶 电 泳 并 割 胶 纯化 , 克隆 至 pMDIS-T 载体 内 后 ， 
转化 Trans 5a 感受 态 细 胞 , 最 后 将 鉴定 的 阳性 克隆 
菌 送 至 上 海 桑 尼 生 物 科技 有 限 公司 进 行 测序 。 
1.6 序列 分 析 

言 号 肽 预测 使 用 在 线 软件 SignalP ( http:// 
www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/) 分 析 ， 序 列 相 
似 性 搜索 使 用 BLAST (http://www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ BLAST/) TĦ; 应 用 ClustalX 1. 83 软件 进行 序 
列 比 对 ， 采 用 MECA 5 软件 的 邻 位 相连 法 
( Neighbour-Joining ) 进行 系统 进化 分 析 。 


引物 序列 (5 -3^) 


Primer sequences 


TAGAATTCATGCACTCCCGAAAGACTCTCCTGGG 
CCGAAGCTTGTTARATCAARAAATAATGCTTTGG 


CCCAAGGGCGATAATAAGTG 
GTGTCGGATTTCATACAAAGAG 
TGATGCGTGGGTATGGGTCAG 
CACGATTGGCTTTGGGATTA 


1.7 村 小 实 蝇 OBP2 的 组 织 表 达 测 定 

利用 1.4 节 中 设计 的 引物 ， 以 1.3 市 中 提取 的 
各 组 织 cDNA 为 模板 ,于 iCycler iQ5 real-time PCR 
检测 系统 上 进行 操作 , 每 一 样品 重复 3 次 。 灾 光 定 
5 PCR 检测 的 反应 体系 (25 pL) 为 : SYBR Premix 
Ex Taq (2 x) 12.5 uL, 正 反 向 引物 (10 pmol/L) 
各 0.5 uL, cDNA 1 uL, ddH,0 10.5 uL, 2&J6xE Œ 
PCR 扩 增 程序 为 94% 1 min; 94% 10 s, 50%C 30 s, 
72C 延伸 40 s, JC 45 个 循环 ,最 后 以 每 10 s 上 升 
0. 5*C 的 速度 从 55C 到 95C 记录 炊 解 曲线 。 根 据 
2 法 (Livak and Schmittgen, 2001) 对 所 得 的 Ct 
值 进行 计算 , 并 使 用 SPSS 软件 进行 方差 分 析 。 
1.8 重组 表达 载体 的 构建 

用 EcoR I I Hind M XXESUJ 1.5 市 中 的 PCR 产 
物 , 酶 切 产 物 进行 1% BIER PR GER RLUK , I 
回收 试剂 盒 回 收 目的 片段 , 然后 将 该 片段 与 经 过 相 
同 双 酶 切 的 pET-32a 载体 连接 , 按照 常规 方法 将 重 
组 表达 质粒 pET-BdorOBP2 转化 宿主 菌 BL21 
(DE3), 
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1.9 诱导 表达 及 纯化 

TEUER EA A T E AATA SR (50 mg 
mL) 的 液体 LB 培养 基 中 , 37C 振荡 培养 过 夜 。 次 
日 按 1: 100(vAv) 的 比例 转 接 后 , 振荡 培养 至 OD 
为 0.4 ~0.6 左右 时 , 取 1 mL KREN HEX, 
再 向 原 菌 液 加 入 IPTG 至 终 浓 度 为 1 mmol/L, 于 
30%C 200 r/min 继续 培养 , Ail 1 h 取出 1 mL ES 
WR. 以 未 诱导 的 菌 液 为 阴性 对 照 ， 用 SDS-PAGE $ 
ALAS Fe] S ST Ta] f^] NER OBP2 的 表达 效果 。 

将 400 mL 诱导 好 的 大 上 肠 杆菌 菌 液 8 000 r/min 
离心 10 min, FEW, 收集 至 50 mL 离心 管 中 , 加 
人 5 mL 细菌 裂解 缓冲 液 (50 mmol/L Tris-HCl, pH 
8.0, 2 mmol/L EDTA, 100 mmol/L NaCl, 0. 5% 
Triton X-100) 41100 uL Z& PS BS(100 mg/mL) 充分 重 
新 悬浮 菌 体 后 ,裂解 过 夜 , 次 日 超声 破 菌 , 高 速 离 
DE, 分 别 取 上 清和 沉淀 用 于 表达 形式 的 分 析 。 在 
包涵 体 溶 液 中 加 入 5 mL 包涵 体 裂解 液 (50 mmol/L 
Tris-HCl, pH 8. 0, 1 mmol/L EDTA, 100 mmol/L 
NaCl, 8 mol/L 尿素 ) , 吹 打 溶 解 1 h, 10 000 r/min 
ALERE. AHAAA% NTA 琢 脂 糖 亲 和 层 析 
柱 纯化 目的 重 日 , 用 不 同 浓度 咪唑 溶液 洗 脱 后 ， 收 
集 的 7 管 洗 脱 液 各 取 10 pL 进行 SDS-PAGE 分 析 ， 
检测 目的 重 昌 的 纯度 及 所 在 收集 管 的 位 置 。 然 后 将 
确定 含有 纯 村 小 实 蝇 OBP2 重组 蛋白 的 洗 脱 液 全 部 
teke TANISH, 在 500 mL 0. 01 mol/L PBS 缓冲 
液 (pH7.4, 含 7 mol/L RR), 4 逐次 降低 透析 液 
浓度 , 进行 透析 复 性 72 h, 期 间 更 换 新 鲜 的 PBS 组 
冲 液 6 次 。 最 后 将 透析 好 的 蛋白 用 Bradford 法 定量 
至 1 mmol/L 后 , 转移 至 1.5 mL Eppendorf 管内 , 保 
ETF -20% 冰箱 备用 。 

1.10 {fhi OBP2 的 配 基 结合 试验 

在 室温 条 件 下 , 使 用 1 cm HAREE, 在 
RF-5301PC 型 灾 光 分 光 光 度 计 (日 本 岛 津 公司 ) 上 
进行 实验 。 首 先 测 定 桔 小 实 蝇 OBP2 与 1-NPN 的 结 
合 曲线 。 将 1-NPN 菊 光 配 基 配 成 10 mmol/L 母液 
并 置 于 47 避 光 保 存 。 移 取 1 kmolL fà 3C à 
OBP2 溶液 于 石英 比 色 逻 中 , 逐次 加 入 3 pL 的 
1 mmol/L 1-NPN 溶液 反应 2 min 后 , 在 282 nm 波 
长 下 激发 , 记录 灾 光 发 射 光谱 及 最 大 发 射 波 长 328 
nm 处 时 的 荧光 值 , 根据 Scatchard 77 f£ ( Scatchard, 
1949 ) 线性 化 光谱 数据 (1)( 范 成 平等 , 2005) : 

[Dj - ED] 

[D 
其 中 [D,] 和 [Dj 分别 表示 总 的 和 体系 中 游离 的 


= -K([D,] -LD]) +nK[P,] (1) 


1-NPN 浓度 ，LP,] 为 桔 小 实 蝇 OBP2 EHE EI B] Y 
度 , K 1-NPN 与 村 小 实 蝇 OBP2 的 结合 常数 ,n 
为 结合 位 点 数 。 

然后 使 用 1-NPN 作为 灾 光 探 针 , FUSE RA 
实验 来 研究 候选 配 基 与 村 小 实 蝇 OBP2 重组 集 日 的 
结合 和 常数。 将 供 试 配 基 ( 溶 于 甲醇 ,浓度 为 10 
mmol/L) 逐次 加 入 到 1-NPN 与 村 小 实 蝇 0BP2 混合 
液 中 , 每 次 加 入 后 反应 时 间 2 min, 记录 灾 光 值 。 
根据 公式 (2)(Ban et al., 2003b) 计 算 候选 配 基 结合 
PA Kp: 


Koc Ca] 


1 - NPN 
ae E) 
其 中 [ICs ] 为 竞争 配 基 能 替换 50% 的 1-NPN 
时 的 浓度 ，[ 1-NPN ] 为 未 结合 1-NPN 的 浓度 Kis 
为 OBPs 5j 1-NPN 的 结合 常数 。 
1.11. 数据 统计 与 分 析 
将 奖 光 定量 所 得 数据 用 SPSS 16.0 进行 方差 分 
fr, 采用 Duncan 式 多 重 比 较 检 验 法 进行 比较 , 分 
析 桔 小 实 晶 成 虫 不 同 组 织 中 OBP 基因 的 表达 量 
差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 村 小 实 蝇 OBP2 的 序列 测定 与 分 析 

根据 GenBank 中 桔 小 实 蝇 气 味 结合 蛋 日 OBP 
AED] (GenBank 登录 号 : EUS64816) 设计 引 物 ， 殉 隆 
得 到 桔 小 实 蝇 OBP2 开放 阅读 框 全 长 ， 命 名 为 
BdorOBP2 ( GenBank 登录 与 为 KC773766 ), 
BdorOBP2 可 读 框 及 编码 蛋白 序列 如 图 1 Bro o F 
列 测定 结果 表明 ，Bdor0BP2 可 读 框 ORF 全 长 447 
bp, 编码 148 个 氨基 酸 , 预测 分 子 量 17.44 kDa, 等 
Fi e 5.72, 信号 肽 预测 结果 显示 BdorOBP2 Nj 
包含 由 起 始 位 置 开 始 的 23 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 。 
该 重 日 具有 气味 结合 蛋 昌 的 一 些 典 型 特征 ， 如 序列 
中 含有 6 个 高 度 保守 的 半 胱 氨 酸 。 
2.2 系统 发 育 关系 分 析 

通过 对 Bdor0BP2 序列 的 同 源 性 搜索 以 及 编码 
氨基 酸 的 多 序列 比 对 (图 2) ,结果 显示 ,Bdor0BP2 
氨基 酸 序列 与 其 他 双 翅 目 昆 忠 的 气味 结合 蛋白 中 都 
有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 , 且 序 列 一 致 性 很 高 ， 
其 中 一 致 性 最 高 的 为 拟 黄 果 晶 Drosophilia mojavensis 
MERI D，wirilis (分 别 为 88% 和 87% ) ,其 次 是 
Zu Wa Delia antiqua( 7496 ) 。 此 外 采用 MEGA 5 软件 


(2) 
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中 的 N-FITU SE T Tü/ Sce eg H ER OBPs H (Lepidoptera), 5x8 H ( Hymenoptera), £8 H 
系统 进化 树 (图 3)， 从 系统 进化 树 上 可 以 看 出 (Orthoptera ), 5j 3H H ( Coleoptera), ^F 38 H 
BdorOBP2 553538 H EE OBPs 的 进化 关系 较 近 , 其 (Hemiptera) E E KHR RR, 

FP OI ERES DantOBP2 的 进化 关系 最 近 。 与 鲜 翅 


1 — ATGCACTCCCGAAAGACTCTCCTGGGCACATTGCTGTGGATAGGTTTTCTGTTGAACTTTATTTGGGOGCAAAAG 
1 MHSRKTLLGTILLSYIGEFELLSMNIEISVAGKXM 
76  GAGCTGAGACGTGATGAAACCTATCCACCTCCGGAGCTGCTGAAAGAACTACAGCCTGTTCACGATTCCTGOGTT 
20 EL RRDETYPPPELLKELQPVHDSEHwv 
151 GCCAAGACGGGAGTGACAGAAGAGGCCATAAAGGAGTTCAGCGATGGGGATGTTCACGAAGACGAGCTGTTGAAG 
5 AKTGYVTEEAIKEFSDGDYHEDELILIXK 
226 TGTTACATGTATTGTGTGTTTGAAGAAACGGATGTCCTGCATGAGGACGGTGAAGTGCATTTGGAGAAGATACTG 
:6 ddvwuwvvklivrFEETDVLHEDGEVHLEKIL 
301 GACAAACTACCGGAATCCATGCATGTCATAGCTTTGCATATGGGCAAGAAGTGTTTGTATCCCAAGGGCGATAAT 
101 DK LPESMHVIALHMGKKHLüLYvYPKGDN 
376 AAGTGTGAACGCGCGTTTTGGTTGCATOGCTGCTGGAAGGAAGOGGATCCAAAGCATTATTTCTTGATTTAA 

126 KA ER AF WLHRKÀIWKEADPKHYFLIKE 


图 1 BdorOBP2 核 苷 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 Nucleotide and the deduced encoding amino acid sequence of BdorOBP2 


下 划 线 表示 推导 的 信号 肽 ; 方 框 内 表示 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 。The predicted signal peptide sequence is underlined; six conserved cysteines are 
boxed. 














- 20 * 40 - 60 - 80 
BdorOBP2 RR YPPHSL iD Sees 2 71 
DantOBP2 --MSTITLV--Y RR PPHBL VH N sd 
DantOBP3 MTLKAIYR--TQ RRI P P PAI 15 
AaegOBP  -—--------MIRFENWFENSSCH----- RRI PP HSL 66 
AgamOBP 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 RRI PPHSL 67 
AgamOBP2 RRI SET 79 
LmojOBP RRI P P HSL VH 72 
DvirOBP RRI P P HSL VH 72 
ScalOBP RRI PPIEM 77 
ASteOBP1 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 RRI PPHSL 67 
CquiOBP -------- RRI isis E F 69 
CtarOBP sd A ESES 3 RN F zo f Fm $565 T [mi K) ges MAD ERS T EJ3ESJRG Kies 72 
RRD YPPP L P hd C kTGv3 AIk FSD heD 
BdorOBP2 LE 2 了 二 4 DE 148 
DantOBP2 LE IMP DP 150 
DantOBP3 i$: e. Hj DP 152 
AaegOBP LE {eir Yis DE 143 
AgamOBP LE [e ? Yh DE 144 
AgamOBP2 E [TRIS DP 159 
LmojOBP LP {esd yhs DE 149 
DvirOBP LE CM DE 149 
ScalOBP IE e: HfS 154 
ASsteOBP1 LE Ie: vy 144 
CquiOBP LP {eir yis 146 
CtarOBP  E-HMESSRIONISESE: eC VI E ijs NIIS His AJN ei? yhs Fe JIKA FMH CW EKIO D PAAH YE LY 149 
LKCYM C6F e V G H ek6 6P d6 6 kc PG C 4A5W h CWK DP hyfL 


图 2 村 小 实 蝇 BdorOBP2 与 其 他 昆虫 OBP 氨基 酸 序 列 比 对 

Fig. 2 Amino acid sequence alignment of BdorOBP2 from Bactrocera dorsalis with OBPs from other insects 
OBP 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of OBPs and their GenBank accession numbers; BdorOBP2; fà;]|3zH& Bactrocera dorsalis ( KC773766 ) ; 
DantOBPs; XW Delia Antigua ( DantOBP2 ; BAIS2442; DantOBP3; BAIS2443) ; AaegOBP: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti ( XP. 001663216) ; AgamOBPs; 
冈比亚 按 蚊 Annopheles gambiae ( AgamOBP; 2ERB; AgamOBP2: AAO12079); DmojOBP; 拟 黄 果 蝇 Drosophila mojavensis ( XP. 001999215) ; 
DvirOBP, HLW} Drosophila mojavensis ( XP. 002058580) ; ScalOBP; JEZ% $X Stomoxys calcitrans ( ACT75666) ; AsteOBP1; 斯 氏 按 蚊 Anopheles 
stephensi ( ACS83757) ; CquiOBP ; 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus ( XP. 001848939) ; CtarOBP ; FRERREI Culex tarsalis ( AA073465) . 下 划 线 表 
示 推 导 的 信号 肽 。The predicted signal peptide sequence is underlined. 
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图 3 桔 小 实 蝇 BdorOBP2 与 其 他 昆虫 OBP2 的 系统 发 育 分 析 
Fig. 3 Phylogenetic analysis of BdorOBP2 and OBP2 from other insects 
OBPs 的 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of OBPs and their GenBank accession numbers; BdorOBP2; 桔 小 实 是 Bactrocera dorsalis ( KC773766 ) ; 
DantOBPs; #4% Delia antigua ( DantOBP2; BAI82442; DantOBP3; BAI82443) ; AaegOBPs; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti ( AaegOBP; XP. 001663216; 
AaegOBP2; AA074644) ; AgamOBPs; 风 比 亚 按 蚊 Annopheles gambiae ( AgamOBP; 2ERB; AgamOBP2:; AA012079) ; CquiOBPs; PEEN Culex 
quinquefasciatus ( CquiOBP; XP. 001848939; CquiOBP2; EDSS210) ; DmojOBP; WRH Drosophila mojavensis( XP. 001999215) ; DvirOBP; 黑 果 
由 Drosophila mojavensis ( XP. 002058580) ; ScalOBP; EZ ly Stomoxys calcitrans ( ACT75666) ; MdomOBP2; %4% Musca domestica ( AAU88251 ) ; 


AsteOBPI ; 斯 氏 按 蚊 Anopheles stephensi ( ACS83757) ; CtarOBP; 环 只 库 蚊 Culex tarsalis ( 4A073465) ; AmelOBP2; 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( NP 


001011591) ; AcerOBP2; 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana( ABD97844) ; TcasOBP2; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( EFA05676) ; HpicOBP2; 茶色 长 
金龟 Heptophylla picea ( BAC07271) ; PdivOBP2; SE & WM & f& Phyllopertha diversa ( BAA88062) ; HarmOBP2; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
( AEB54586) ; NIugOBP2; 褐飞虱 Nilaparvata lugens ( ACI30680) ; AlinOBP2:; Ë 75 Ei t Adelphocoris lineolatus ( ACZS8028). 标尺 示 遗 传 距离 。 


The scale bar represents the genetic distance. 


2.3 BdorOBP2 的 组 织 表 达 谱 

根据 2 “相对 定量 法 ,以 头 部 中 的 表达 量 为 
基准 , 研究 BdorOBP2 在 桔 小 实 蝇 不 同 组 织 的 表达 
情况 。 结 果 表 明 , 桔 小 实 蝇 BdorOBP2 在 头 中 相对 
表达 量 最 高 ,在 翅 中 相对 表达 量 最 低 ， 是 头 部 的 
6396x696, BdorOBP2 在 胸 、 腹 、 足 和 触角 中 的 相 
对 表达 量 分 别 是 头 部 的 93% + 290, 81% + 2%， 
9996 + 5% 和 8696 + 6% (图 4)。 方差 分 析 表 明 
BdorOBP2 在 头 、 胸 和 足 3 组 织 中 的 相对 表达 量 显 
车 高 于 这 中 的 相对 表达 量 。 
2.4 BdorOBP2 蛋白 的 表达 与 纯化 

在 IPTG 浓度 为 1 mmol/L, 温度 为 30%C, 诱导 
时 间 为 5 h, 诱导 转速 为 200 r/min 的 条 件 下 表达 
BdorOBP2 ,产物 用 SDS-PAGE 电泳 进行 鉴定 后 , 4 
果 如 图 5(A) 所 示 , 泳 道 1 为 未 经 IPTG AFW A 
液 , 未 检测 到 目的 和 蛋 日 ; 泳 道 2 为 经 PTG 诱导 后 
HAR, 在 37 kDa 左右 有 特异 性 和 蛋白 条 带 , 和 推测 
的 分 子 量 大 小 一 致 , 并 且 和 蛋白 是 以 包涵 体形 式 表 达 
(图 5B), 表明 成 功 表 达 出 了 BdorOBP2, 


相对 表达 量 
Relative expression quantity 





3k Head 胸 Thorax Abdomen ;ÉLeg Wing 触角 Antenna 


2H 2 Tissues 
图 4  BdorOBP2 在 桔 小 实 蝇 各 组 织 中 表达 的 
定量 PCR 分 析 (2 ^ DE E RETE) 
Fig. 4 Real-time quantitative PCR analysis on 
the expression of BdorOBP2 in various tissues of 
Bactrocera dorsalis (2 ^^ method) 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 示 不 同 组 织 间 表 达 量 存 
在 显著 差异 (P<0.05) (采用 Duncan 式 多 重 比较 检验 法 ) Data in 


the figure are mean € SE, and different letters above bars indicate 











significant difference in the expression level among different tissues at the 


0.05 level ( Duncan’ s multiple range test) 
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由 于 功能 实验 需要 有 一 定 纯度 的 重组 
BdorOBP2, 所 以 要 对 表达 的 和 蛋白 进行 变性 、 纯 化 和 
复 性 。 本 实验 先 对 包涵 体 进行 变性 处 理 后 , 利用 名 
NTA 珠 脂 糖 凝 胶 柱 先进 行 亲 和 层 析 纯 化 , 再 进行 
SDS-PAGE 分 析 , 结果 如 图 5(C) 所 示 。 最 后 在 4C 
用 7 mol/L 尿素 逐次 降低 透析 液 浓 度 , 对 目的 蛋白 
进行 透析 复 性 后 ,， 然后 用 Bradford 法 定量 至 
1 mmol/L, 最 后 转移 至 1.5 mL Eppendorf 管内 ,并 
保存 于 -20% 冰箱 备用 。 

2.5 BdorOBP2 与 水 果 挥 发 物 的 菊 光 结合 测定 

在 282 nm 激发 波长 下 , 在 1 umol/L 重组 

BdorOBP2 溶液 中 ,了 逐次 加 入 3 uL 1 mmol/L 的 1- 


kDa M 1 2 


97.2 — 
66.4 — 
44.3 — 


29.0 — 


20.1 — 


14.3 


A 





NPN 溶液 进行 荧光 扫描 , 如 图 6 Br, KIGARI 
多 项 式 拟 合 以 及 Scatchard 方程 (公式 1) 线性 化 拟 
合 的 相关 系数 分 别 达 到 0. 9953 和 0. 9927, 
BdorOBP2 与 1-NPN 的 结合 常数 为 3.03 wmol/L, 表 
HH 1-NPN 非常 适合 作为 BdorOBP2 与 植物 配 基 结合 
的 竞争 性 荧光 探 针 。 通 过 交 光 竞争 结合 实验 测定 了 
7 种 桔 小 实 晶 主要 寄生 水 果 挥 发 性 物质 和 
BdorOBP2 的 结合 能 力 。 由 结合 曲线 (图 7) 和 结合 
常数 ( 表 2) 可 以 看 出 , 该 蛋白 对 于 酯 类 和 了 醛 类 有 很 
强 的 结合 能 力 ， 其 中 对 反 -2- 己 烯 醛 和 B- 紫 罗兰 酮 
的 结合 能 力 最 强 , 结合 常数 分 别 为 9.96 和 15. 37 
wmol/L。 此 外 这 7 种 挥发 性 物质 均 能 将 1-NPN 从 


4 M 





B C 


图 5 重组 村 小 实 蝇 气 味 结合 蛋白 BdorOBP2 诱导 表达 及 纯化 
Fig. 5 Expression and purification of the recombinant protein pET32a-BdorOBP2 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 未 诱导 的 pET32a-BdorOBP2 的 BL21 ( DE3) 菌 体 Non-induced BI21 ( DE3) of pET32a- 
BdorOBP2; 2; 经 IPTG 诱导 的 pET32a-BdorOBP2 菌 体 pET32a-BdorOBP2 after induction with IPTG; 3; pET32a-BdorOBP2 经 超声 破碎 后 的 沉淀 
Pellet of pET32a-BdorOBP2 after sonication; 4; pET32a-BdorOBP2 经 超声 破碎 后 的 上 清 Supernatant of pET32a-BdorOBP2 after sonication; 5; 纯化 


后 的 pET32a-BdorOBP2 ( Purified protein pET32a-BdorOBP2 protein). 
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图 6 菊 光 配 基 1-NPN 与 重组 BdorOBP2 蛋白 的 结合 曲线 
Fig. 6 Binding curve of fluorescent ligand 1-NPN with 
recombinant protein BdorOBP2 
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表 2 村 小 实 蝇 BdorOBP2 与 水 果 气 味 挥发 物质 的 结合 特性 


Table 2 Binding characteristics of BdorOBP2 from Bactrocera dorsalis with fruit odor volatiles 


. Ig K 3&4 886 7J (96 ) 2 AX (pumol/L) . B 
水 果 挥 发 物 . [ICs ] NNNM 寄主 植物 相对 含量 (多 ) 
Maximum capability to Dissociation constant 
Fruit odor volatiles ( umol/L) Host plant Relative content in 
compete with 1-NPN Kp 
fruits of host plant 
E -2-2 AE Trans-2-hexenal 30 26.47 9.96 番 石 榴 Guava 1.03 
RX Aldehydes 茶 乙 醚 Phenylaceta idehyde 26 41.72 15. 69 葡萄 Grape 2.75 
XS Decanal 43 185.49 69.78 AHE Citrus sinensis 3.09 
TRAK Isoamyl butyrate 48 195.90 73.70 19.31 
酯 类 Esters ] E ] f Butyl butyrate 47 242.55 91.25 香 态 Banana 5.89 
乙酸 异 戊 酯 Isoamyl acetate 45 283.59 106. 69 13.0 
酮 类 Ketones B- 紫 罗兰 酮 B-lonone 7 40. 85 15.37 葡萄 Grape 2.25 


BdorOBP2 的 相对 荧光 值 竞 争 至 50% 以 下 , 尤其 B- 
A E SW BEY TEX] 2e261R o6 4 2S 10% 以 下 。 


3 讨论 


Eb UTE AR BEVUSTERI ASA PI AT E 
昆虫 感受 外 界 气 味 分 子 的 第 一 步 生 化 反应 , 对 昆虫 
与 外 界 进行 信息 交流 具有 重要 意义 (Vogt et al., 
1999)。 本 试验 通过 对 村 小 实 刚 气味 结合 和 蛋 日 
BdorOBP2 序列 分 析 表 明 ，BdorOBP2 呈 弱 酸性 ， 预 
测 分 子 量 约 为 17.44 kDa, 序列 中 有 6 个 保守 的 半 
KARA, 具有 气味 结合 重 昌 的 典型 特征 , 并且 
N- 末 端 包 售 一 个 23 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 信号 肽 ， 
与 报道 的 昆虫 气味 结合 恒 日 特征 基本 一 致 ( Leal， 
2005 Pelosi et al., 2005) 。 

ARRE EI OBPs 是 昆虫 专 一 性 识别 外 界 气 
味 物 质 的 特异 性 蛋白 ， 而 触角 作为 昆虫 最 主要 的 哩 
R T A E (EHE RÆ, 2002; Zubkov et al., 
2005) , 理论 上 OBPs MiZ EZIAN TE RB SIRE 
官 上 。 而 本 实验 的 结果 显示 气味 结合 重 日 在 村 小 实 
蝇 雌 虫 各 组 织 中 均 有 表达 , 且 表 达 丰 度 差 异 不 甚 明 
显 。 这 与 黄蜂 Polistes ominulus ( Calvello et al., 
2005). JR SE 88 Bactrocera cucurbitae ( 申 建 梅 等 ， 
2011) AI [x] EL NE TE tx Anopheles gambiae ( ZE 1E V8 RU 
Zhou, 2004) 等 某 些 OBP 基因 的 表达 非常 类 似 , HE 
示 了 昆虫 的 某 些 气 味 结合 重 昌 不 仅 起 到 嗅 党 作用 ， 
还 可 能 参与 了 其 他 生理 功能 。Zhang 等 (2011， 
2012) 的 研究 表明 实 蝇 类 昆虫 的 下 桔 须 和 前 、 中 、 
后 足 足 三 上 锥 形 感受 带 可 能 具有 了 嗅觉 感受 的 功能 。 
而 本 实验 中 Bdor0BP2 在 桔 小 实 蝇 头 和 足 中 呈 较 高 


丰 度 表达 , 这 也 暗示 了 该 基因 在 其 他 非 噢 党 组 织 中 
也 具有 生理 作用 。 

为 了 深入 探讨 BdorOBP2 的 功能 , 本 研究 利用 
原核 表达 系统 表达 和 纯化 了 重组 BdorOBP2, HT 
在 大 多 数 情况 下 , 较 小 的 多 肽 标签 对 融合 重 日 质 结 
构 影 响 很 小 , 尽管 有 可 能 会 影响 蛋 日 质 的 活性 ( Wu 
and Filutowica, 1999) ,但 也 取决 于 标签 的 位 置 和 和 毛 
基 酸 的 组 成 (Bucher et al., 2002) , 而 信号 肽 的 存在 
与 否 对 BdorOBP2 和 集 日 的 三 维 结构 变 化 不 大 , N mi 
没有 折合 到 和 蛋白 内 部 , 推测 信号 肽 的 存在 并 不 影响 
其 结合 结构 的 活性 。 最 后 的 灾 光 结合 实验 也 表明 ， 
重组 BdorOBP2 可 以 与 其 主要 寄主 水 果 挥 发 物产 生 
较 强 的 结合 能 力 。 如 乙酸 异 戊 醋 、 丁 酸 异 戊 醋 和 丁 
酸 丁 酯 等 酯 类 物质 都 是 桔 小 实 蝇 主要 寄主 水 果 之 
一 一 一 香 焦 在 成 熟 时 所 释放 出 来 的 , 其 含量 明显 高 
于 未 成 熟 香 从 ， 而 榜 小 实 蝇 在 取 食 寄主 时 则 更 趋同 
于 选择 能 够 释放 这 些 酯 类 挥发 物 的 成 熟 香 在 
( Armstrong, 2001) , 同时 未 成 熟 香 态 中 由 于 酯 类 成 
分 非常 少 , 村 小 实 刚 的 嗜好 性 也 下 降 ( 朱 虹 等 ， 
2007; 陶 晨 等 , 2010) 。 而 醛 类 物质 结合 力 强 , 推测 
可 能 是 由 于 醛 基 ( -C—OH ) 在 触角 感受 希 淋 巴 液 
FB IE EBERT. BTE ES mus CP ELSE, 
2011). 。 上 述 研 究 表明 这 些 水 果 重 要 的 挥发 气味 在 
桔 小 实 蝇 对 寄主 水 末 进 行 定位 、 产 卵 和 危害 等 过 程 
中 具有 重要 作用 。 下 一 步 我 们 计划 将 那些 能 与 桔 小 
Kia BdorOBP2 具有 较 好 结合 能 力 的 气味 按照 一 定 
比例 混合 , 从 而 稀 选 配制 复合 型 诱 剂 , 并 通过 触角 
电位 和 “Y” 型 串 觉 行为 反应 等 进行 进一步 验证 。 
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